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摘要 
JMJD1A（Jumonji C domain-containing 1A），又名 JHDM2A，KDM3A，是
一种组蛋白去甲基化酶，可以特异性去除 H3K9 位点的一甲基化和二甲基化，
在组蛋白甲基化修饰中起到重要作用。JMJD1A 表达受到低氧诱导因子 HIF-1α
（hypoxia-inducible factor 1α）的调节，并且参与到肿瘤细胞对低氧环境的适应性
调节过程中。 
膀胱癌是世界范围内高发和高致死率的恶性肿瘤之一。已有报道 JMJD1A 在
膀胱癌肿瘤组织中高表达，但是 JMJD1A 在膀胱癌的发生发展机制尚不清楚。所
以我们旨在探索：JMJD1A 在膀胱癌肿瘤的发生发展中的功能。我们在膀胱癌细
胞系 T24 中利用 siRNA 特异性下调 JMJD1A，发现细胞增殖受到显著抑制。随
后我们利用膀胱癌细胞系 T24 和 5637 建立了 JMJD1A 稳定敲低的细胞株，得到
了一致的结果，并且发现 JMJD1A 稳定敲低的细胞株克隆形成受阻。于是我们得
出 JMJD1A 在膀胱癌细胞系中调控细胞生长的结论。接下来，通过对 GEO 数据
库中一组膀胱癌样本的转录组数据分析，发现 JMJD1A 与 HIF-1α 的靶基因血管
内皮生长因子 (vascular endothelial growth factor, VEGF)和磷酸甘油酸激酶
Phosphoglycerate kinase1, PGK1)达呈正相关性。于是我们推测 JMJD1A 可能协同
HIF-1α 作用于其靶基因。利用双荧光素酶报告基因实验证实 JMJD1A 可以协同
HIF-1α 促进糖酵解通路中 PGK1 的表达。采用免疫共沉淀的方法，我们发现
JMJD1A 蛋白在细胞内可以与 HIF-1α 蛋白特异性结合。随后我们对 JMJD1A 在
膀胱癌细胞系糖酵解中的功能进行初步探究。综上所述，我们的研究证明
JMJD1A 与 HIF-1α 特异性结合并且影响 HIF-1α 的下游基因表达。 
关键词：JMJD1A，HIF-1α，膀胱癌
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Abstract 
JMJD1A（Jumonji C domain-containing 1A）, also known as JHDM2A, KDM3A, 
is one of the histone demethylases, which plays a crucial role in histone modifications 
by specifically removing methyl group from mono-(me1) or di-(me2) methylated 
lysine 9 residues of modified H3 tails. JMJD1A is upregulated by HIF-1α, a 
hypoxia-inducible factor, meanwhile, JMJD1A participates in the pathway by which 
tumor cells adapt to hypoxic stress. 
Urinary Bladder Cancer(UBC), a type of solid tumor, is one of the most frequent 
malignant tumors worldwide with high morbidity and lethality. As has been reported, 
JMJD1A is highly expressed in UBC, yet little is known regarding mechanism of 
JMJD1A in UBC tumorigenesis. In this study, we concentrated on functional 
mechanism of JMJD1A during the tumorigenesis of UBC. Firstly, we utilized siRNA 
to specifically knock down JMJD1A in T24 cells and found that cell proliferation was 
dramatically inhibited by JMJD1A silencing. Moreover, JMJD1A stable knockdown 
cell lines were established, in which the same phenotype was observed. Subsequently 
shJMJD1A cell lines were subject to colony formation assay and the results indicated 
that hypo-expression in cancer cells severely disrupted their colony-forming 
capability. We draw a conclusion that JMJD1A is required for UBC cells proliferation. 
Based on GEO database, further in silico analysis of UBC specimens revealed a 
positive correlation between JMJD1A and VEGF (vascular endothelial growth factor) 
or PGK1 (Phosphoglycerate kinase1), which evoked a speculation that JMJD1A 
probably participates in aerobic glycosis in cancer cells. Using dual-luciferase reporter 
system, we proved that JMJD1A could promote PGK1 expression synergistically with 
HIF-1α. In Co-IP system, our furtherstudy on the mechanisms underlying this 
phenomenon revealed a interaction between JMJD1A and HIF1-α. Next the functional 
role of JMJD1A in glycolysis of UBC cells and the mechanism was investigated in 
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this study. All the results lead to a hypothetic paradigm that JMJD1A interacts with 
HIF-1α. Thereinto, they act synergisitically to activate target genes downstream of 
HIF-1α. 
 
Key words：JMJD1A，HIF-1α，Urinary bladder cancer 
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第一章 前言 
1.1  组蛋白甲基化与 JmjC 家族 
1.1.1  组蛋白翻译后修饰 
在真核细胞中，DNA 缠绕在组蛋白上，同其它非组蛋白一起组成了人们所
熟知的染色质，其意义是在有限的空间里，增加承载遗传信息的 DNA 在有丝分
裂中的稳定性，同时可以调控基因表达[1]。 
染色质的基本组成单位是核小体，由 DNA 环绕组蛋白核心八聚体而成。其
中核心组蛋白包括 H2A，H2B，H3，H4 四种，它们结构相似，高度保守，都有
一个球状疏水的中心结构域和一条长的 N 端尾巴构成[2]。游离在核小体外的 N
端尾巴可以受到各种各样的修饰，包括乙酰化，甲基化，磷酸化，泛素化和 SUMO
化。核心组蛋白 N 端的翻译后修饰被视为细胞进程调控的重要组成部分。这些
修饰既可以影响组蛋白与 DNA 的亲和性从而改变染色质的结构，也可以影响转
录因子与 DNA 序列的结合，从而调控基因表达。 
以往针对组蛋白乙酰化研究较多[3]，近十年，由于组蛋白甲基转移酶酶和去
甲基化酶的发现，针对组蛋白甲基化的研究日益增多[4]。 
1.1.2  组蛋白甲基化与去甲基化 
组蛋白的甲基化是指发生在 H3 和 H4 组蛋白 N 端精氨酸和赖氨酸残基的甲
基化，由组蛋白甲基转移酶介导催化。组蛋白甲基化与异染色质形成[5]，遗传印
记[6]，X 染色体的失活[7]和转录调控[8]等生物进程密切相关。目前发现 24 个组蛋
白甲基化的位点，其中 17 个位于赖氨酸，7 个位于精氨酸，而且每个位点存在
不同状态的甲基化。这些位点甲基化程度的复杂组合预示组蛋白甲基化可能存在
巨大调控潜能。 
组蛋白甲基化曾被认为是不可逆的过程，直到 2004 年第一个组蛋白去甲基
化酶——赖氨酸特异性去甲基化酶 1（lysine (K)-specific demethylase 1，LSD1）
的发现才改变这一认识[9]。迄今为止，已经发现两类组蛋白去甲基化酶：一类是
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以 LSD1 为代表的酶，催化反应需要黄素腺嘌呤二核苷酸（FAD）为辅因子，作
用于 H3K9me2/me1 [10]；另一类均含有特征结构域 JmjC[11]，催化反应需要 Fe（Ⅱ）
和 α-酮戊二酸（α-ketoglutarate，α-KG）参与，可以催化三种不同的甲基化状态。 
1.1.3  JmjC 去甲基化酶家族发现及其催化机制 
JmjC（Jumonji C）家族是第二个被报道的组蛋白去甲基化酶家族，因其成
员均含有催化结构域JmjC而得名，迄今为止已经发现30多个成员，其中18个已经
被验证有组蛋白去甲基化功能。被证实去甲基化的位点包括H3K4，H3K9，
H3K27，H3K36和H4K20[12,13]。 
Tsukada
[14]等最早发现含有JmjC结构域的蛋白具有组蛋白去甲基化酶的活
性，之后依据蛋白进化上的保守性，Klose等[15]运用序列比对以及生物信息学方
法对包含JmjC结构域的蛋白进行分析，将其分为七组，分别是JHDM1家族，
PHF2/PHF8家族，JARID1/JARID2家族，JHDM3/JMJD2 家族，UTX/UTY家族，
JHDM2家族和JmjC-domain-only家族。 
JmjC结构域在空间上形成8个β-折叠[16-19]，能够结合二价铁离子（FeⅡ）和α-
酮戊二酸（α-KG），通过一个加双氧酶反应催化目的残基去甲基化[20]。JmjC结
构域与辅助因子结合，能够羟基化被甲基化修饰的底物，使得底物自发脱去甲基
基团并产生甲醛，进而实现催化组蛋白去甲基化的过程。JmjC家族的底物特异性
似乎由JmjC结构域和在酶内部发现的一些附加结构域两方面共同决定[21]。 
 
图 1.1 JmjC去甲基化酶家族催化去除赖氨酸一甲基化的机制[11] 
Fig 1.1 Mechanism of JmjC demethylases demethylase monomethylation 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
第一章 前言 
3 
1.1.4  JMJD1A 结构特征与生物学功能 
Jmjd1a(JmjC domain–containing protein 1A 又名JHDM2A，KDM3A)，最早
是在一个睾丸组织特异性表达的小鼠cDNA文库中发现 [22]。人类的JMJD1A位于
2p11.2，编码一个含有1321个氨基酸残基的蛋白质，相对分子量为150KD。
2006年，Yamane[23]等首次证明JMJD1A具有组蛋白去甲基化酶活性，能特异地
催化H3K9me2/me1去甲基化。JMJD1A属于JmjC家族中JHDM2亚家族，包含
JmjC和Zinc Finger两个结构域，C端1058到1281共224个氨基酸为JmjC结构域，
中间662到687共26个氨基酸为C6-型Zinc Finger结构，885到889位为LXXLL 
(Leu-Xaa-Xaa-Leu-Leu)模序，该模序参与核受体复合物的形成。JmjC和Zinc 
Finger两个结构域对JMJD1A去甲基化的催化过程都是必不可少的。 
JMJD1A的生物学功能有以下几个方面： 
1、影响精子发生 
Okada等[24]获得了Jmjd1a基因敲除小鼠，突变纯合子生存并不会受到影响，
但是雄性睾丸明显减小，出现不育现象。研究表明，JMJD1A的缺失并不影响整
体组蛋白H3K9的甲基化修饰水平，但是在编码转换核蛋白1(transition nuclear 
protein 1, Tnp1)和精蛋白1(protamine 1, Prm1)基因的启动子上游H3K9处甲基化修
饰明显增加。这两个蛋白与精子发生相关，甲基化修饰改变使其表达降低而影响
精子发育。深入研究还阐明了JMJD1A参与精子发生的机制，JMJD1A在催化
H3K9去甲基化的同时还促进该位点的乙酰化修饰，同时促进cAMP反应元件调节
蛋白(cAMP-response element modulator, CREM)结合到靶基因，促进Tnp1、Tnp2、
Prm1和Prm2等的表达，有利于精子生成过程中染色体的浓缩，JMJD1A的缺失引
起大量的生殖细胞凋亡和精子延长受阻，最终造成严重的少精症、睾丸减小和雄
性不育[25]。 
2、参与性别决定 
    Jmjd1a敲除小鼠出现部分基因组成为雄性却表现为雌性外观的个体。研究表
明，JMJD1A可以调控Y染色体上的SRY基因区域组蛋白甲基化水平，该基因与雄
性性别决定相关，当JMJD1A缺失，部分雄性会发生性别转变，表现为雌性性征
[26]。 
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3、参与转录因子的调节 
JMJD1A蛋白包含LXXLL模序，该模序是可以与核受体互相结合的特征。基
于这个发现，深入研究表明，JMJD1A可作为转录协同因子参与雄激素雄受体靶
基因的表达激活过程。雄激素受体是一种重要的转录因子，早期研究表明它与前
列腺癌的发生密切相关，其活性升高是癌症发生的重要因素。当雄激素受体与配
体结合后，可招募JMJD1A到其靶基因形成转录复合物，从而激活基因如前列腺
特异性抗原(prostate-specific antigen, PSA)等的转录[27]。JMJD1A除了作为雄激素
受体的辅因子外，还参与了雌激素受体的靶基因的表达激活过程[28]。此外，通过
体内和体外实验均证实JMJD1A可与转录因子ER71 (ETS related 71)相互作用，参
与基质金属蛋白酶1(matrix metalloproteinase-1, MMP-1)等基因的表达调控[29]。 
4、参与能量代谢 
JMJD1A基因敲除小鼠在饲喂高脂饲料后出现肥胖症状，表现为脂肪沉积增
加和血脂含量增加[30]。Inagaki等[31]的研究也获得了类似结果，缺陷小鼠在成年
出现肥胖症状，同时伴发高甘油三酯血症、高瘦素血症、高胰岛素血症和高胆固
醇血症等代谢综合征。然而小鼠在禁食后出现低血糖，这是由于脂肪能量代谢损
伤所致。JMJD1A缺乏一方面减少了骨骼肌中过氧化体增殖剂激活受体
α(peroxisome proliferator activated receptor alpha, PPARα)启动子上游的甲基化水
平，从而减少了β-氧化和甘油释放[32]，另一方面还减弱了褐色脂肪组织中解偶联
蛋白1(uncoupling protein 1, UCP1)对β-肾上腺素信号途径的反应，从而使脂肪代
谢受阻。 
5、参与癌症发生 
低氧信号途径在大多数肿瘤发生中都发挥着重要作用，作为HIF-1下游的一
个靶基因，JMJD1A极有可能与癌症发生相关。研究表明，JMJD1A在许多肿瘤
中表达异常。Suikki等[33]研究表明，在前列腺癌组织中，JMJD1A的表达显著高
于癌庞组织。Uemura等[34]对大肠癌研究发现，癌症组织中JMJD1A的表达量明显
增高，使用RNA干扰技术下调JMJD1A表达可显著降低大肠癌细胞系的增殖能力
和侵染力。在对肾癌的研究中也获得了相似结果，肾癌组织中JMJD1A的表达量
显著高于癌旁组织[35]。肾癌是一种典型的低氧型癌症，由于VHL(Von 
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Hippel-Lindau)基因突变，使得肾癌中HIF-1α的稳定性增加，从而通过调节相关
靶基因而增加癌细胞对低氧环境的适应。 
1.2  HIF 信号通路与 Warburg 效应 
1.2.1  HIF 信号通路 
1.2.1.1  肿瘤微环境与 HIF-α 的诱导表达 
肿瘤是一种异质多细胞的实体，包含相互作用的肿瘤细胞和间质。其中间质
主要由血管，淋巴管，结缔组织，炎症细胞和细胞外基质等构成。此外，可溶性
分子如O2还可影响肿瘤附近间质变化，利于肿瘤细胞增殖转移和分化，它们共同
构成肿瘤微环境[36]。在实体瘤中，低氧是很普遍的现象。细胞适应缺氧微环境最
显著的变化在于启动HIF（Hypoxia-inducible factor）信号通路。该通路发现于1991
年，Semenza等[37,38]人研究低氧如何加速红细胞成熟的机制时，发现一个活性受
低氧诱导的转录因子，即后来被命名为HIF-α的蛋白。 
HIF是由α和β两个亚基组成的异二聚体，这两个亚基均属于碱性螺旋-环-螺
旋（basic helix-loop-helix）结构蛋白，其中α亚基的蛋白水平与活性与氧气浓度
相关，而β亚基为组成型表达[39]。 
哺乳动物存在三种HIF-α的亚型，分别为HIF-1α , HIF-2α , HIF-3α。HIF-1α和
HIF-2α结构和功能较为相似，不同的是其组织表达特异性存在空间差异：HIF-1α
在大部分组织细胞中广泛表达，而HIF-2α仅在内皮细胞，肾，心脏，肺及小肠组
织中表达。针对HIF-3α功能的研究较少，有学者推测，HIF-3α可能作对HIF-1α
和HIF-2α进行负调控[40]。  
脯氨酸羟化酶（prolyl hydroxylase domain proteins，PHDs）在HIF-α低氧应答
机制中起了关键作用。常氧条件下，HIF-α两个关键位点脯氨酸（HIF-1α是
Pro402和Pro546）被PHDs羟基化[41]，修饰后的HIF-α被pVHL识别并结合，泛素
化修饰后经26S蛋白酶体降解[42,43]。低氧条件下，PHDs活力降低，不能对HIF进
行修饰，致使HIF-α的累积，进而结合HIF-1β，此异源二聚体从胞浆进入细胞核
[44]。 
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